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論文内容の要旨
トランスポーターは膜を介した物質の輸送をつかさどり、生命現象に重要な役割を担っている膜タンパク質である。
異物排出タンパク質は、がん細胞や微生物において薬剤耐性の獲得に寄与している。微生物が薬剤耐性を獲得するに
は、 (1)薬剤の分解または修飾による不活化、 (2)薬剤作用点の変異、 (3)薬剤の能動的排出による薬剤濃度の低下といっ
た種類がある。なかでもトランスポーターによる薬剤耐性化は、同時に複数の薬剤に対して耐性化することも多く、
感染症の治療を困難にしている。
大腸菌の主要な多剤耐性因子である AcrAB-ToIC は、内膜タンパク質 AcrB、膜融合タンパク質 AcrA、外膜タンパ
ク質 TolC から構成されており、プロトンとの対向輸送により構造に相関のないさまざまな基質を排出する。
AcrAB-ToIC ホモログの MexAB-OprM は、日和見感染症で問題となっている緑膿菌での耐性に寄与している。一般
的な異物排出タンパク質は、内膜タンパク質単体で機能し、 cytoplasm から periplasm へと基質を排出するが、
AcrAB-ToIC は基質を cytoplasm および periplasm から取り込み、直接菌体外へと排出する。そのため、 periplasm
に作用標的のある ß -lactam 剤を菌体外に排出することにより、耐性化することが可能である。また AcrB が属する
RND superfamily には、ヒトのニーマンピック病の原因遺伝子である NPCI、 hedgehog signaling のレセプタ­
patched などが含まれており、このタンパク質の機能を解明することは非常に重要である。私は本研究室で結晶構造
が解かれた AcrB を用いて、その機能の解明を試みた。
AcrB の結晶構造より、 AcrB は homo trimer を形成していることが明らかになり、 vestibule から取り込まれた基
質は、 central cavity から pore helix、 funnel と通って TolC に受け渡されると推定された。 pore helix を構成する
D99 から Pl19 までの 21 アミノ酸の Cys 走査変異体の解析を行うと、 pore helix の内側に側鎖を向けているアミノ
酸残基 (D101 、 V105 、 N109、 Ql12 、 Pl16) を Cys に置換した場合にのみ耐性低下が引き起こされ、基質輸送に
pore helix が重要であることが示唆された。そこで Cys 走査変異体の耐性低下の原因を詳細に検討すると、 Ql12C
は s-s 架橋形成により、 pore helix が閉じた状態で固定されることにより耐性低下していることが示唆された。一方、
V105C 、 N109C は、 Ser 変異体でも Cys 変異体と同様の耐性低下を示したことから、アミノ酸の側鎖が機能に重要
であると示唆された。次に Cys 修飾試薬 (N-ethylmaleimide) を用いた解析から pore helix 両端は親水的な環境で
あるのに対し、中央は疎水的環境で約 helix2.5 回転分の permeability barrier が存在していることが明らかになり、
pore helix が close state であるという結晶構造の知見と一致した。
つぎ、に、 AcrB の基質認識部位の解析を行った。 AcrB の基質結合型結晶は現在得られていないため、多剤排出タン
パク質の遺伝子発現転写因子の基質結合型の構造より、芳香族アミノ酸が豊富で、基質結合ポケットを形成している
部分に着目した。また、 AcrB およびそのホモログのキメラタンパク質の解析より、認識部位は periplasm domain 
に存在すると推定されており、 AcrB の結晶構造から 2 つの芳香族アミノ酸クラスターを選び出した。 2 つの芳香族
アミノ酸クラスターのうち片方でのみ、Ala に置換することにより一部の薬剤に対して耐性低下が観察された。さら
に、 F136A 変異体では耐性低下だけでなく carbenicillin に耐性化し、薬剤耐性パターンの変化が観察された。この
ことから、片方の芳香族アミノ酸クラスターが基質認識に関与していることが示唆された。
最後に AcrAB-TolC 複合体形成についての解析を行った。 AcrB と TolC は、その結晶構造解析より、それぞれ 70、
looAの非常に大きな periplasm domain を持っていることが明らかになり、直接接触して複合体を形成しているこ
とが示唆された。 TolC が様々なタンパク質と共役することから、 AcrB と TolC の相互作用は一過性で、非常に検出
し難いものであった。そこで AcrB と TolC の結晶構造を用い、 AcrB-TolC 複合体をモデリングし、 shape
complementarity と buried surface area とし、う 2 つの指標を用いて、存在確率の高い 2 つの複合体モデ、ノレを得たo
つぎ、にモデル上で近接する部位に Cys を導入し、 s-s 架橋形成を検出することにより、実験的に複合体モデ、ルの検証
を行った。限られた Cys 変異体の組み合わせで AcrB-TolC 複合体を検出し、 AcrB と TolC が直接接触することを実
験的に初めて証明した。推定された 2 つのモデ、ルはそれぞれ存在していることが示唆され、架橋形成のパターンから、
2 つの推定モデル以外にも AcrB と TolC の分子の先端どうして接触している中間状態も検出していると考えられた。
AcrB と TolC は最初に分子の先端同士で接触した後に、安定な複合体を形成することが示唆された。このことは
AcrAB が内膜を水平拡散し、必要に応じて TolC と複合体を形成し、基質を排出するというモデルによく一致する。
本論文は、結晶構造を基に AcrAB-TolC の基質輸送における pore helix の役割、基質認識部位、 AcrB-TolC 複合体
形成を明らかにした論文である。この研究を足がかりに、多剤排出タンパク質の限害剤の開発、およびトランスポー
ターの動作原理の解明につながることを期待する。
論文審査の結果の要旨
田村憲久君の博士論文「異物排出タンパク質の構造と機能に関するタンパク工学的研究」に関して審査を行った。
本論文は、田村君の所属する研究室において、世界で初めて決定された異物排出タンパク質 AcrB の立体構造に基づ
き、その輸送機構、異物認識機構および膜輸送複合体の分子構築を明らかにする目的で、遺伝子の部位特異的変異お
よび変異タンパク質の部位特異的化学修飾を主な手段として行った、主に 3 つの成果から成っている。 (l)AcrB 頭部
中心にあるポアヘリックスへの変異導入。まず Cys 走査変異を導入し、機能に関係のある残基がすべてポアの内側を
向いていることを明らかにした。これはポアが基質の経路の一部を構成することを示している。 (2)頭部のフェニルア
ラニンクラスターのフェニル基に変異導入し、基質認識に変化が起こることから、基質認識部位を推定した。 (3)AcrB
は外膜チャンネルタンパク TolC 及び膜融合タンパク AcrA と複合体を形成し、基質を直接菌体外に排出しているが、
これまで、 AcrB と TolC が直接に相互作用しているとの知見はなかった。田村君は本論文で AcrB 頭頂部と TolC 底
部に Cys 残基をそれぞれ導入し、特定の組み合わせの時に菌体内で s-s 結合が形成されることを確認した。これは、
両者が直接複合体形成するという初めての知見である。以上のように、田村君は異物排出タンパクの作動機構につい
て着実に理解を前進させる成果を上げた。本論文は大阪大学大学院薬学研究科博士の学位にふさわしいものと認めら
れる。
